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RESUMEN 
La papa (Solanum tuberosum subespecie andigena) es un tubérculo que 
posee un alto valor nutricional y se encuentra entre los cuatro alimentos más 
importantes del mundo. Sin embargo, este cultivo se encuentra expuesto a 
una serie de limitaciones, como la presencia de plagas y microorganismos 
fitopatógenos. Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum es el 
agente causal de la “pudrición blanda y pierna negra de la papa” y es 
considerada como la segunda bacteria patógena de mayor importancia. Por 
ello, la utilización de microorganismos en el control biológico constituye una 
alternativa eficiente para el desarrollo de una agricultura sostenible. El 
presente trabajo tiene como objetivo evaluar la capacidad antagonista de 
actinomicetos nativos de la rizósfera de la papa frente a Pectobacterium 
carotovorum subsp. atrosepticum. Se utilizaron 49 actinomicetos de la 
colección del laboratorio de Ecología Microbiana - UNMSM, aislados de 
rizósfera de Solanum tuberosum subespecie andigena. Del total, 13 
actinomicetos (26,5%) resultaron tener actividad antagonista. Las cepas 
AND 12 y AND 30 presentaron la mayor actividad antagonista. Sin embargo, 
sólo los extractos orgánicos de diclorometano, etil acetato y butanol de la 
cepa AND 12 evidenciaron actividad antimicrobiana. El extracto butanólico 
alcanzó una Concentración Mínima Inhibitoria de 0,775 mg/ml, teniendo la 
mejor actividad de los extractos. El actinomiceto AND 12 fue identificada 
como Streptomyces pactum. Este actinomiceto por su capacidad antagonista 
podría ser considerado como potencial controlador biológico de la “pudrición 
blanda” y “pierna negra” de la papa. 
 
Palabras claves: actinomicetos, rizósfera, Pectobacterium carotovorum, 
antagonismo, papa. 
ABSTRACT 
Potato (Solanum tuberosum subspecies andigena) is a tuber that has a high 
nutritional value and is one of the four most important foods of the world. 
However, this crop is exposed to several limitations, such as the presence of 
pests and phytopathogens microorganisms. Pectobacterium carotovorum 
subsp. atrosepticum is the causal agent of the "soft rot” and “blackleg” of 
potato and is considered the second most important pathogenic bacteria. 
Therefore, the use of microorganisms for biological control is an efficient 
alternative for the development of sustainable agriculture. This study aims to 
evaluate the antagonistic capability of native actinomycetes from the 
rhizosphere of potato against Pectobacterium carotovorum subsp. 
atrosepticum. We used 49 actinomycetes from the collection of Microbial 
Ecology Laboratory - UNMSM, isolated from the rhizosphere of Solanum 
tuberosum subspecie andigena. 13 strains out of 49 used (26,5%) were 
found to have antagonistic activity. AND 12 and AND 30 strains had the 
highest antagonistic activity. However, only organic extracts of 
dichloromethane, ethyl acetate and butanol of the strain AND 12 showed 
antimicrobial activity. The butanolic extract reached a Minimum Inhibitory 
Concentration of 0,775 mg/ml, getting the best activity of all organics extracts 
evaluated. AND 12 actinomycete was identified as Streptomyces pactum. 
This actinomycete, because of its antagonistic capacity might be considered 
as a potential biological controller of the "soft rot" and "blackleg" of potato. 
Keywords: actinomycetes, rhizosphere, Pectobacterium carotovorum, 
antagonism, potato
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1. INTRODUCCIÓN 
 
En los últimos años, la agricultura ha empezado a buscar nuevas 
alternativas frente al uso indiscriminado de agroquímicos sobre diversos 
cultivos. El empleo intensivo de estos productos genera efectos negativos 
como el resurgimiento de plagas, el desarrollo de resistencia genética de 
microorganismos, la contaminación del medio ambiente y afecta la calidad 
de vida de las poblaciones humanas (Pérez, 2004). 
La papa (Solanum tuberosum subespecie andigena), se encuentra entre los 
cuatro alimentos más importantes a nivel mundial después del arroz, trigo y 
maíz. El Perú ocupa el lugar número 23 entre los principales países 
productores de papa, participando con 0,7% de la producción mundial, 
estimada en 290 millones de toneladas al año (promedio del período 1990-
2000) (Ministerio de Agricultura, 2003). 
Desafortunadamente, el cultivo de S. tuberosum se encuentra expuesto a 
una serie de limitaciones, como la baja calidad o el empobrecimiento del 
suelo, el uso indiscriminado de agroquímicos, así como la presencia de 
plagas y fitopatógenos los cuales tienen como consecuencia la merma en la 
productividad y rentabilidad del cultivo (Rico, 2009). 
La producción de la papa es afectada principalmente por bacterias 
patógenas como Ralstonia solanacearum, Pectobacterium carotovorum, 
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus y Streptomyces scabies (Van 
der Wolf & De Boer, 2007). Las especies de Pectobacterium carotovorum 
son agentes causales de la “pudrición blanda” y “pierna negra de la papa”.  
Esta enfermedad se presenta en regiones subtropicales y templadas en una 
2 
 
amplia variedad de cultivos (Toth et al., 2003). Posee una distribución 
mundial y se considera la segunda bacteria patógena de mayor importancia 
desde el punto de vista comercial. Esta especie causa “pudriciones blandas” 
en los tubérculos y “pierna negra” en los tallos, y ocasionan como 
consecuencia grandes pérdidas que han sido estimadas entre 50 y 100 
millones de dólares anuales a nivel mundial (Benelli et al., 2004; Duarte et 
al., 2004). 
El control de este patógeno se dificulta debido a que se disemina a través 
del agua de riego, sobrevive en la maquinaria agrícola y en los restos de las 
cosechas infestadas. Algunos agricultores toman medidas para su control 
como la desinfección del material de trabajo utilizando sustancias químicas, 
tratamiento del agua de riego con luz UV y el tratamiento de los cultivos con 
antibióticos y sustancias químicas (Pérombelon & Salmond, 1995). 
Generalmente el control de los patógenos se realiza empleando plaguicidas 
y otros productos químicos, los cuales tienen efectos negativos sobre el 
ambiente y la calidad de vida de las poblaciones humanas (Serrano y 
Galindo, 2007). 
 
Es necesaria la investigación minuciosa de todas las alternativas que 
puedan aumentar la producción y favorecer el cultivo de Solanum tuberosum 
a favor de la economía de nuestro país. Esto ha estimulado la búsqueda de 
alternativas a fin de disminuir el uso de agroquímicos, complementándolo 
con fertilización orgánica y el uso de inoculantes microbianos (Rico, 2009). 
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La utilización de microorganismos en el biocontrol de enfermedades de las 
plantas constituye una alternativa eficiente y ecológica que contribuye al 
desarrollo de una agricultura sostenible (Whipps, 2001). En diversas 
investigaciones, se han centrado en la búsqueda de nuevos controladores 
biológicos conformados principalmente por cepas nativas de actinomicetos, 
las cuales son ampliamente reconocidas por producir antibióticos naturales y 
otros metabolitos secundarios (Oskay et al., 2004; Kekuda et al., 2010).  
 
Los actinomicetos constituyen entre el 20 a 60% de la población microbiana 
del suelo fértil y ayudan a mejorar la fertilidad del suelo y a la vez producen 
compuestos bioactivos que permiten ejercer acción directa o indirecta como 
organismos de biocontrol de eventuales patógenos (Franco-Correa, 2008).  
Las investigaciones sobre actinomicetos en el Perú son aún incipientes, sin 
embargo, existen evidencias claras que los señalan como fuentes 
potenciales de biocontroladores de fitopatógenos. 
 
Resulta importante la selección de potenciales antagonistas que pueden ser 
utilizados, para lo cual es necesario realizar ensayos in vitro que generen 
una orientación respecto a su capacidad antagónica y permitan que 
posteriormente puedan ser formulados y utilizados en pruebas de campo 
(Gohel et al., 2006).  De esta manera se ofrecería una alternativa de control 
frente a Pectobacterium carotovorum. 
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2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1. La papa 
La papa (Solanum tuberosum L.) es originaria de la cordillera de los andes y 
puede ser encontrada hasta los 4300 m de altitud. Se considera que 
Solanum tuberosum subespecie andigena se originó en el sur del Perú, en 
los límites de Bolivia a partir del complejo Solanum brevicaule y la 
subespecie tuberosum en las tierras bajas de la parte central de Chile 
(Spooner et al., 2005). 
Fue clasificada según el Sistema de Engler (Engler, 1887–1915). Citado por 
Solano (2000). 
   
Orden: Solanales 
  Familia: Solanaceae 
Género: Solanum 
Especie: Solanum tuberosum 
Subespecies:  
S. tuberosum subespecie. tuberosum  
S. tuberosum subespecie. andigena. 
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2.1.1. Morfología de la papa 
La papa es una planta dicotiledónea herbácea anual, con hábitos de 
crecimiento rastrero o erecto y pueden desarrollarse a partir de una semilla o 
tubérculo. El sistema de tallos de la papa consta de tallos, estolones y 
tubérculos (Inostroza, 2009). Los tallos son huecos o medulosos, excepto en 
los nudos que son sólidos, de forma angular y por lo general verdes o rojo- 
púrpura. El follaje normalmente alcanza una altura entre 0,60 a 1,50 m 
(Pumisacho y Sherwood, 2002). Las hojas están distribuidas en espiral sobre 
el tallo. Normalmente las hojas son compuestas, es decir; con un raquis 
central y varios foliolos (Huamán, 1986). Sus flores son pentámeras y 
bisexuales, además poseen una gran variedad de colores. El fruto de la 
papa es una baya pequeña y carnosa que contiene las semillas sexuales. La 
baya es de forma redonda u ovalada, de color verde amarillento o castaño 
rojizo. Posee dos lóculos con un promedio de 200 a 300 semillas (Inostroza, 
2009).  
 
Morfológicamente, los tubérculos son tallos modificados y constituyen los 
principales órganos de almacenamiento de la planta de papa. Estos 
tubérculos son estructuras carnosas y se originan a partir del estolón. La 
forma de los tubérculos en la mayoría de variedades comerciales varía entre 
redonda, ovalada y oblonga; mientras que los cultivos primitivos presentan 
formas irregulares. Así mismo, el peridermo o la piel que constituyen la parte 
externa del tubérculo pueden variar entre blanco crema, amarillo, naranja, 
rojo o morado; mientras que la médula constituyen la carne del tubérculo en 
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las variedades comerciales normalmente son de color blanco, crema o 
amarillo pálido (Huamán, 1986). 
 
Fuente: Centro Internacional de la Papa (CIP) 
(http://cipotato.org/potato/how-potato-grows/) 
 
Figura 1. Planta de la papa con hábitos de crecimiento rastrero o erecto, con una 
altura promedio entre 0,60 a 1,50 m 
 
 
2.1.2. Producción de la papa 
La papa (Solanum tuberosum) es el cuarto cultivo más importante en el 
mundo después del trigo, del arroz y el maíz. En el 2014, el cultivo de la 
papa tuvo una producción mundial de 385 074 114 t, en un área cultivada de 
19 204 609 ha; y los países con mayor producción dedicada al cultivo son 
China (96 088 320 t), India (46 395 000 t), Federación Rusa (31 501 354 t), 
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Ucrania (23 693 350 t) y Estados Unidos (20 056 500 t). En América Latina, 
pese a ser el centro de origen y principal productor, solo se cultivan 17 865 
224 t en 1 034 815 hectáreas (FAOSTAT, 2016).   
 
En nuestro país, la papa se cultiva en 19 de los 24 departamentos, 
constituye la base de la alimentación del poblador especialmente de la 
sierra, generando al productor andino mayores ingresos económicos que 
cualquier otro cultivo. Ofrece más de 110,000 puestos de trabajo, producido 
por 600 mil pequeñas unidades agrarias en el sector primario (34 millones de 
jornales/año), sin considerar lo que se utiliza en la industria y en los servicios 
relacionados a su comercialización y utilización (Ministerio de Agricultura y 
Riego, 2013).  
En el año 2013, la producción a nivel nacional fue de 4,571 millones de 
toneladas y 316,9 miles de hectáreas cosechadas (Figura 2). El crecimiento 
fue alrededor de 2,1% y 1,4% respectivamente, lo que indica que la cadena 
de papa viene incrementando constantemente sus niveles de producción. 
 
Figura 2. Comportamiento de la producción y Superficie Cosechada de Papa en el 
año 2013 
Fuente: MINAGRI-OEEE  
Elaboración: MINAGRI-DGCA-DIA 
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Cinco regiones concentraron el 54,7% de la producción nacional. El principal 
productor fue Puno (14,1%), Huánuco (13,5%), Cusco (9,3%), La Libertad 
(8,9%) y Junín (8,8%). Teniendo en cuenta que estas regiones son zonas 
altoandinas, supone que el incremento es en el grupo de papas nativas que 
están presentando una mejora en su demanda (Ministerio de Agricultura y 
Riego, 2013).  
Tabla 1. Producción Nacional (Miles de toneladas) de papa en el año 2013 
 
 
2.2. El cultivo de la papa 
El cultivo de papa se inicia con el brotamiento del tubérculo y finaliza con la 
madurez fisiológica del cultivo. La planta de papa sufre una serie de eventos 
a nivel de órganos vegetativos y reproductivos. El ciclo vegetativo del cultivo 
puede tener una duración de 3 a 7 meses dependiendo de la variedad 
(Cabrera y Escobal ,1993). 
 
2.2.1. Condiciones agroclimáticas 
La papa se cultiva en clima templado, subtropical y tropical. Pero 
esencialmente es un “cultivo de clima templado”, para cuya producción la 
Fuente: MINAGRI-OEEE  
Elaboración: MINAGRI-DGCA-DIA 
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temperatura representa el límite principal: las temperaturas inferiores a 10 °C 
y superiores a 30 °C inhiben decididamente el desarrollo del tubérculo, 
mientras que la mejor producción ocurre donde la temperatura diaria se 
mantiene en promedio de 18 a 20 °C (Ministerio de Agricultura y Riego, 
2013). La iluminación también es un requerimiento necesario para el cultivo, 
pues a mayor intensidad de luz mayor es la fotosíntesis, lo que favorece la 
formación y distribución de carbohidratos sobre todo en los tubérculos (Arce, 
2002). 
Así mismo, el tipo de suelo es de vital importancia. Los suelos arcillosos o de 
arena con arcilla y abundante materia orgánica con buen drenaje y 
ventilación, son los mejores. Se considera ideal un pH de 5,2 a 7,5 en el 
suelo y con una profundidad entre 25 y 30 cm (Ministerio de Agricultura y 
Riego, 2013). 
A su vez este cultivo requiere de humedad abundante y regular pues es 
particularmente sensible a la sequía. Los rendimientos son mayores cuando 
la humedad del suelo se mantiene uniformemente por encima del 60 o 70 % 
de la capacidad de campo. Sin embargo, aunque es muy exigente en agua, 
un exceso detiene el desarrollo de los tubérculos y favorece el desarrollo de 
enfermedades (Arce, 2002). 
 
2.3. “Pudrición blanda” y “pierna negra” 
En la producción de la papa, la enfermedad “pudrición blanda” y “pierna 
negra” son las siguientes en importancia económica después de la 
“marchitez bacteriana” causada por Ralstonia solanacearum, y por delante 
de la “necrosis bacteriana” y la “sarna común” causada por Clavibacter 
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michiganensis subsp. sepedonicus y Streptomyces scabies, respectivamente 
(Van der Wolf & De Boer, 2007). 
La “pudrición blanda” es una de las enfermedades bacterianas más 
importantes que afectan a este cultivo, pues provocan pérdidas significativas 
de hasta 100% durante el almacenamiento de los tubérculos (Elphistone, 
1987). Es considerada como una de las enfermedades poscosecha más 
severas en el mundo (Toth et al., 2003). Así mismo, esta enfermedad 
también puede ocurrir en el suelo antes de la cosecha, y por la utilización de 
tubérculos-semillas contaminados que se deterioran después de la siembra 
(Kucharek & Bartz, 2000).  
En muchas regiones templadas, bajo condiciones adecuadas para el cultivo 
de la papa, la incidencia de la “pierna negra” es generalmente menor de 2%. 
Pero aún ese porcentaje puede ser grave en la producción de tubérculos-
semillas (Elphistone, 1987). 
 
2.3.1. Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum 
(anteriormente Erwinia carotovora subsp. atroseptica) 
El género Erwinia fue descrita por primera vez en 1917 para incluir a todos 
los miembros de la Enterobacteriaceae que causan enfermedades en las 
plantas (Pérombelon, 1990). Las bacterias de la “pudrición blanda” 
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum (Pca), P. carotovorum 
subsp. carotovorum (Pcc) (Van der Wolf & De Boer, 2007), anteriormente 
pertenecientes al género Erwinia (E. carotovora subsp. carotovora y E. 
carotovora subsp. atroseptica) (Dye, 1969), actualmente pertenecen a la 
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subdivisión γ-Proteobacteria y se agrupan en la familia Enterobacteriaceae. 
Son bacilos Gram negativos, rectos, móviles, con flagelos peritrícos y 
pectinolíticas (Charkowsky, 2006). Estas se caracterizan por producir una 
variedad de enzimas degradadoras de la pared celular que permiten la 
infiltración y la maceración de tejidos de la planta de la cual se nutren 
(Barras et al., 1994). 
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) tiene una amplia 
gama de huéspedes en el todo el mundo, Pectobacterium carotovorum 
subsp. atrosepticum (Pca) se limita sólo a la papa, principalmente en las 
regiones templadas (Ma et al., 2007; Toth et al., 2011). Es decir, su 
predominio depende directamente de la temperatura óptima para su 
desarrollo, con 15-20 ºC para Pa, 27-30 ºC para Pcc (Oliveira, 2001). 
 
2.3.2. Síntomas  
a. Tubérculos:  
Según Elphistone (1987), la “pudrición blanda” se caracteriza por la 
maceración del tejido parenquimatoso, que termina en una pudrición 
húmeda y granulosa de color blanco o pardo (Figura 3). El olor desagradable 
que frecuentemente acompaña a la pudrición es causado por organismos 
secundarios, los cuales son particularmente activos a temperaturas de 25 
ºC. La pudrición puede iniciarse en las lenticelas o en heridas propagándose 
rápidamente por el tubérculo. En condiciones secas, la pudrición se puede 
reducir a pequeñas partes secas, oscuras y hundidas. La extensión de la 
pudrición desde los tallos a lo largo de los estolones puede ocasionar la 
pudrición blanda de los nuevos tubérculos formados. Ocasionalmente todo el 
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tubérculo se pudre pero, por lo general, la pudrición permanece restringida a 
una zona cónica de color oscuro en el extremo del estolón. 
 
Fuente: Redepapa-org. INIA Carillanca - 2009 
Figura 3. Tubérculo con “pudrición blanda” se caracteriza por la maceración 
del tejido parenquimatoso 
 
En almacenes no ventilados adecuadamente, la pudrición puede expandirse 
a los tubérculos contiguos. El líquido de los tubérculos podridos filtra en los 
tubérculos, generando una pudrición masiva en el lote de tubérculos 
almacenados (Czajkowski et al., 2011).  
 
En algunos casos, los tubérculos no muestran síntomas, pero llevan 
bacterias sobre la superficie, en el interior de las lenticelas y heridas 
suberizadas o en el sistema vascular. En este caso se denomina como 
infección latente del tubérculo (Elphistone, 1987). 
 
b. Tallos:  
La “pierna negra” es una extensión de la pudrición blanda del tubérculo. En 
los brotes recientemente emergidos, la pierna negra origina plantas enanas, 
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con hojas de color verde pálido o amarillo y finalmente se marchitan. Las 
plantas más viejas muestran lesiones negras o pardas en la base de los 
tallos (Figura 4). Bajo condiciones húmedas, una pudrición negra y viscosa 
se extiende por la superficie del suelo y puede progresar rápidamente en el 
tallo (Elphistone, 1987). En condiciones secas, se observa el retraso del 
crecimiento, amarillamiento, marchitamiento y desecación de los tallos y las 
hojas (Pérombelon & Kelman, 1980).  
 
 
Fuente: Redepapa-org. INIA Carillanca - 2009 
Figura 4. Tallos con “pierna negra”, se caracteriza por presentar lesiones 
pardas u oscuras en la base del tallo (flecha) 
 
La pudrición áerea del tallo (o pudrición blanda del tallo) puede aparecer 
sobre tallos dañados, que son infectados por fuentes externas, encima de la 
superficie del suelo. Las lesiones acuosas y de color pardo se desarrollan y 
pueden extenderse por los pecíolos y de las venas hasta los foliolos. 
Conforme se propaga la pudrición, el follaje puede caerse (Elphistone, 
1987). 
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2.3.3. Epidemiología 
La supervivencia de las bacterias en el suelo se limita de 1 semana a 6 
meses, dependiendo de las condiciones ambientales como la temperatura 
del suelo, la humedad y el pH. La supervivencia puede ser más larga en 
asociación con material vegetal. En cualquier caso, las bacterias no pueden 
sobrevivir en el suelo en un sistema de rotación de cultivos de 3-8 años 
(Anilkumar & Chakravarti, 1970; Rangarajan & Chakravarti, 1970; Lim, 1975; 
Pérombelon & Hyman, 1988). 
Está generalmente aceptado que la principal fuente de infección por “pierna 
negra” es la infección latente de tubérculo-semilla (madre) (Pérombelon, 
1974). Cuando el tubérculo-madre se pudre, las bacterias se liberan en el 
suelo y se transmiten por el agua para contaminar los tubérculos de la 
progenie vecina. Czajkowski et al., (2010) demostraron que las bacterias en 
el suelo también pueden colonizar las raíces de la papa y moverse a través 
del sistema vascular en los tubérculos de la progenie. Una vez en los tallos, 
las bacterias no necesariamente causan la pudrición del tallo (pierna negra) 
y puede sobrevivir en forma latente. 
La contaminación del cultivo también se puede producir a partir de fuentes 
aéreas (Graham, 1976). Las bacterias pueden ser llevadas por insectos a 
partir de plantas enfermas y atravesar largas distancias para contaminar 
otros cultivos de papa (Harrison et al., 1987). Además, pueden estar 
presentes en los aerosoles producidos por el impacto de la lluvia en plantas 
con “pierna negra” y por pulverización del tallo antes de la cosecha 
(Pérombelon, 1992). 
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El agua superficial que se utiliza para fines de riego es probable que sea una 
fuente para el patógeno, y también puede ser una fuente de nuevas 
variantes del patógeno (Czajkowski et al., 2011), por ejemplo, se encontró 
agua superficial de los Estados Unidos y Escocia, contaminados con Pcc y 
en menor medida con Pca (McCarter-Zorner et al., 1984). 
Las condiciones que favorecen la descomposición también favorecen el 
desarrollo de la pierna negra (Pérombelon, 1992). Un factor ambiental 
importante para el desarrollo de “pierna negra” es el nivel del agua en suelo. 
La presencia de una película de agua sobre la superficie del tubérculo 
favorece la multiplicación bacteriana y el inicio de la descomposición 
(Pérombelon et al., 1989). 
La contaminación de los cultivos también puede ocurrir durante la interacción 
mecánica (Pérombelon et al., 1979). Durante el almacenamiento, la 
manipulación y la clasificación, las bacterias se pueden propagar fácilmente 
de los tubérculos enfermos a los sanos. Los golpes y los cortes favorecen la 
infección, pues las heridas son puntos de entrada, supervivencia y 
multiplicación de las bacterias (Elphistone, 1987). 
 
2.3.4. Ciclo de la enfermedad  
Se considera que la principal fuente del inóculo en el cultivo es la pudrición 
del tubérculo-semilla. Las bacterias se encuentran en la superficie de los 
tubérculos, en lenticelas y en heridas (Latorre, 2004).  
Según De Boer (2004), cuando se planta una semilla de papa contaminada o 
infectada, puede ocurrir una de las tres cosas (Figura 5). (1) Cuando las 
condiciones son favorables para el crecimiento de la planta, ninguna 
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enfermedad puede ocurrir incluso cuando la bacteria está presente. (2) La 
pudrición de una parte de la semilla puede producirse antes del 
establecimiento de una planta. (3) Las bacterias pueden moverse a través de 
los haces vasculares directamente en la planta en crecimiento y producir 
pierna negra. Si la contaminación del tubérculo se limita a las lenticelas, se 
produce primero la pudrición del tubérculo-semilla y cuando las poblaciones 
bacterianas se vuelven lo suficientemente grande, se produce la invasión del 
tallo en crecimiento.  
 
Fuente: V. Brewster 2003 
Figura 5. Ciclo de la Enfermedad 
La situación más frecuente que sigue a la siembra de la semilla contaminada 
es que una parte de la semilla se pudre después de haber establecido una 
planta, y sin desarrollar “pierna negra”. En este caso, las bacterias de los 
tubérculos-semillas en descomposición se filtran y contaminan toda la zona 
de la raíz incluyendo el desarrollo de los tubérculos progenie o nuevos. Las 
superficies de los tubérculos nuevos se contaminan con las bacterias que 
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sobreviven en las lenticelas. En el almacenamiento, los tubérculos 
contaminados pueden podrirse, desarrollar síntomas de pudrición duros, o 
permanecer asintomáticas.  Los tubérculos asintomáticos, pero 
contaminados, se utilizan para la siembra, de esa manera el ciclo se repite. 
 
2.4. Control biológico  
Varios métodos han sido estudiados para controlar la “pudrición blanda” y 
“pierna negra”, pero el grado de éxito ha sido variable. 
Los métodos basados en evitar la contaminación y la dependencia de los 
sistemas de certificación de semillas se utilizan ampliamente y han tenido un 
éxito parcial. Mejorar la gestión del almacén puede reducir la carga 
bacteriana en los tubérculos y pudrición del tubérculo. El mejoramiento de la 
resistencia ha fracasado hasta ahora, pero el uso de la modificación genética 
es prometedor. Los métodos físicos (especialmente el tratamiento de aguas 
calientes) y químicos han sido explorados, pero con un éxito limitado. Por 
último, el uso del control biológico ha sido y está siendo tratado, pero es 
demasiado pronto para decir qué tan exitoso será (Czajkowski et al., 2011).  
 
Por ello, el control biológico utilizando microorganismos se está convirtiendo 
en una alternativa para tratamiento de patógenos de plantas, siendo 
considerado como una de las prácticas más eficientes y ecológicamente 
sanas en el desarrollo de una agricultura sostenible (Franco-Correa, 2009).  
Los mecanismos de control del patógeno comprenden antibiosis, 
competencia por nutrientes y espacio y parasitismo (Goodfellow & Williams, 
1983). 
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2.4.1. Antibiosis 
La antibiosis es el fenómeno por el cual un organismo antagonista inhibe a 
otro microorganismo por medio de la producción metabólica de pequeñas 
moléculas tóxicas volátiles y enzimas líticas, las cuales disuelven o dañan 
los polímeros estructurales produciendo un efecto adverso sobre su 
desarrollo, actividad metabólica y diferenciación; entre mayor sea la cantidad 
de productos metabólicos, el poder antagónico se incrementa (Hoitink et al., 
1991; Goodfellow & Williams, 1983). 
 
2.5. Actinomicetos 
2.5.1. Clasificación taxonómica 
 
Phylum: Actinobacteria  
Clase: Actinobacteria  
Orden: Actinomycetales (Buchanan, 1974) 
 
2.5.2. Generalidades  
La mayoría de actinomicetos se pueden distinguir de otras bacterias Gram 
positivas por su crecimiento filamentoso y por su genoma con un alto 
contenido en G+C en su DNA (Lacey, 1997). Se caracterizan por no producir 
mucopolisacáridos, de ahí que se observa en placas de agar como colonias 
secas y no cremosas. Dentro de sus características particulares presentan 
un olor típico a suelo húmedo por la producción de un metabolito llamado 
“geosmina” (Omar et al., 1997).  
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Los actinomicetos se caracterizan principalmente por producir antibióticos 
naturales y otros importantes compuestos bioactivos de interés comercial e 
industrial (Magarvey et al., 2004).  
 
Se encuentran ampliamente distribuidos en ecosistemas naturales (Ghanem 
et al., 2000). Estos microorganismos resultan ser abundantes en suelos, sin 
embargo, también se encuentran en ambientes acuáticos, dulces y marinos 
(Leiva et al., 2004).   
Los principales géneros aislados a partir de suelos son Nocardia, 
Streptomyces y Micromonospora, que pueden estar presentes como 
conidias o como hifas vegetativas (Martin, 1981). Sin embargo, los métodos 
de aislamiento convencionales muestran que el 95% de los actinomicetos 
aislados a partir del suelo pertenecen al género Streptomyces (Lacey, 1973). 
Siendo considerado como colonizador de la rizósfera (Tokala et al., 2002).  
 
El uso de estos organismos como agentes de control biológico de 
enfermedades radiculares es de gran interés en la actualidad, la presencia 
endofítica de Streptomyces sp., puede jugar importantes roles en el 
desarrollo y salud de plantas, ya que ellos pueden afectar el crecimiento de 
las mismas por la asimilación de nutrientes o por la producción de 
metabolitos secundarios (Behal, 2000; Tokala et al., 2002; Sánchez-Yáñez, 
et al., 2007). 
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2.5.3. Streptomyces productor de metabolitos con actividad 
antimicrobiana 
Los actinomicetos juegan un rol significativo en el futuro de la Biotecnología, 
debido a su importancia como productores de vitaminas, enzimas, agentes 
antitumorales y principalmente, antibióticos (Sofia & Boldi, 2006). 
 
La mayoría de metabolitos son producidos por Streptomyces. 
Aproximadamente el 75% de los metabolitos son generados a partir del 
género Streptomyces y al menos 5000 compuestos bioactivos 
documentados se conocen por ser producidos por este género                   
(Vasanthabharathi et al., 2011).  
 
Los compuestos activos más importantes son aquellas sustancias con 
capacidad antagónica como los antibióticos (Deepa et al., 2011). Los 
antibióticos producidos son empleados en medicina y agricultura. En la 
actualidad existen diversos productos que basados en la capacidad 
antagónica del género Streptomyces, son utilizados en el mercado agrícola 
para mejorar la calidad de sus cultivos, tales como Mycostop (Streptomyces 
sp) (www.verdera.fi) y Actinovate SP (Streptomyces lydicus) 
(www.jrjohnson.com ). 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. OBJETIVO GENERAL 
- Evaluar cepas nativas de actinomicetos aislados de la rizósfera de la 
papa (Solanum tuberosum subespecie andigena) por su capacidad 
antagonista frente al patógeno Pectobacterium carotovorum subsp. 
atrosepticum. 
 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Determinar mediante pruebas in vitro la actividad antagonista de una 
colección de actinomicetos rizosféricos frente a Pectobacterium 
carotovorum subsp. atrosepticum. 
- Determinar la actividad antimicrobiana de extractos orgánicos 
obtenidos de cultivos de actinomicetos mediante pruebas de 
Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) frente a Pectobacterium 
carotovorum subsp. atrosepticum. 
- Caracterizar fenotípicamente los actinomicetos seleccionados con 
mayor potencial antagonista contra Pectobacterium carotovorum 
subsp. atrosepticum. 
- Identificar a nivel filogenético los actinomicetos de mayor actividad 
antimicrobiana frente a Pectobacterium carotovorum subsp. 
atrosepticum. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
4.1. MATERIAL BIOLÓGICO 
 
- Cepas de actinomicetos 
Los actinomicetos utilizados en el presente estudio pertenecen a la colección 
del Laboratorio de Ecología Microbiana, Facultad de Ciencias Biológicas – 
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima – Perú. 
Estos fueron aislados de la rizósfera de Solanum tuberosum subespecie 
andigena, cultivados en la localidad de Andahuaylas (13°39’21’’S 
73°23’19’’W) en el mes de agosto del 2014. Las características de toma de 
muestras de la rizósfera, así como del procesamiento y aislamiento 
respectivo de los actinomicetos se encuentran descritas en trabajos previos 
(Cisneros, 2016; Caro, 2016). 
 
- Cepa testigo 
Se utilizó Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum (aislada de 
Solanum tuberosum - Chiras - Comas, Perú) cepa patógena proporcionada 
por el Centro Internacional de la Papa (CIP) – Lima - Perú. 
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4.2. MÉTODOS 
 
4.2.1. Propagación y conservación de cepas de actinomicetos de 
la colección. 
Los actinomicetos de la colección fueron propagados y conservados en Agar 
Almidón Caseína pH 7,2 para evaluar posteriormente su actividad 
antagonista. Estos actinomicetos también fueron conservados en ceparios 
del mismo medio con glicerol al 20% (v/v) a -20 °C. 
 
4.2.2. Determinación de la capacidad antagonista de actinomicetos 
rizosféricos frente a Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum 
mediante pruebas in vitro.  
Las pruebas de actividad antagonista se realizaron de acuerdo con el 
método modificado de “doble capa” (León y García-Tello, 1998). Los 
actinomicetos fueron sembrados por puntura en Agar Almidón Caseína pH 
7,0 ± 0,2 (Gurung et al., 2009) e incubados a 28-30 ºC por 7-14 días. La 
cepa testigo; Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum, previamente 
reactivada en Caldo Tripticasa de Soya pH 7,0 ± 0,2, se inoculó como 
segunda capa y se incubó a 26-28 ºC por 48 h, realizándose luego las 
lecturas correspondientes mediante la medida de los halos de inhibición 
(diámetro en mm). Se consideró como positivo un diámetro ≥ a 5 mm. 
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4.2.3. Cultivo discontinuo y obtención de extractos orgánicos  
La obtención de los extractos orgánicos se realizó usando la metodología 
según Gorajana et al., 2007. Se generó una suspensión de los actinomicetos 
seleccionados en 20 ml de Caldo Extracto de Levadura - Glucosa en un 
matraz de 50 ml. El matraz se incubó por 48 h a temperatura ambiente sobre 
un agitador a 150 rpm. 
A partir de la suspensión de actinomicetos se inoculó 5 ml a un matraz de 
500 ml conteniendo 250 ml de Caldo Extracto de Levadura – Glucosa. Este 
matraz se incubó durante 7 días en las condiciones descritas anteriormente.  
Transcurrido este tiempo, el cultivo fue centrifugado a 4000 rpm durante 25 
min y el sobrenadante fue sometido al método de extracción por solvente 
para recuperar y concentrar los metabolitos antimicrobianos presentes en el 
cultivo (Liu et al., 1986).  El solvente orgánico fue añadido al sobrenadante 
en una proporción 1:1 (v/v). Se utilizaron solventes orgánicos de diferentes 
polaridades: n-butanol (polar), diclorometano y etil acetato (polaridad 
intermedia) y hexano (no polar). La fase orgánica fue concentrada usando un 
rotavapor (Boeco RVO 400 SD) a una temperatura de 40 ºC y presión 
reducida.  
El residuo obtenido fue secado y re-suspendido en DMSO 5% 
(Dimetilsulfóxido), filtrado con una membrana de 0,22 μm para su 
conservación y posterior análisis.  
La actividad antibacteriana de los extractos orgánicos (uno por cada 
solvente) fueron evaluados por el método de difusión en pocillo (León et al., 
2011). 
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4.2.4. Determinación de la actividad antimicrobiana de los 
extractos orgánicos mediante pruebas de Concentración Mínima 
Inhibitoria (CMI) frente a Pectobacterium carotovorum subsp. 
atrosepticum 
Se realizó siguiendo la metodología de Karthy et al., 2009 con 
modificaciones. Previamente para esta prueba, se sembró Pectobacterium 
carotovorum subsp. atrosepticum en Caldo Tripticasa de Soya (TSB) a 26-28 
ºC por 48 h. Se preparó una suspensión bacteriana de cepas testigo (0,5 
escala de Mc Farland) a partir de cultivos en crecimiento exponencial. Los 
extractos orgánicos se disolvieron en Dimetilsulfóxido (DMSO) al 5% para 
obtener una solución stock. Se prepararon diluciones consecutivas (1:2) a 
partir de la solución stock (0,05 ml) con DMSO 5% (0,05 ml). A partir de 
estas diluciones se tomaron 0,02 ml y fueron agregadas a la microplaca de 
96 pocillos. Posteriormente se añadió Caldo Tripticasa de Soya (0,08 ml y 
finalmente, 0,01 ml de la suspensión bacteriana. Los controles fueron DMSO 
5% y Ácido Nalidíxico (30 μg/ml). La microplaca se incubó a 26-28 ºC por 18-
24 h. Luego de este tiempo se adicionó 0,02 ml de 2, 3, 5-Trifenil cloruro de 
Tetrazolio (TTC; 5 mg/ml) a cada pocillo. El viraje de color amarillo a rojo se 
consideró como crecimiento microbiano.  
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4.2.5. Caracterización de los actinomicetos con mayor potencial 
antagonista 
4.2.5.1. Caracterización morfológica y observaciones 
microscópicas 
Estas pruebas fueron realizadas para los actinomicetos AND 12 y AND 30, 
ambas tuvieron la mayor actividad de inhibición. 
Las características culturales fueron descritas según su crecimiento en Agar 
Almidón Caseína y en Caldo Tripticasa de Soya. También, fueron 
caracterizadas morfológicamente siguiendo las instrucciones dadas por el 
International Streptomyces Project (ISP) (Shirling & Gottlieb, 1966). Las 
placas fueron incubadas a 28-30 ºC por 7 a 10 días.  El crecimiento y el color 
del micelio aéreo y el sustrato se determinaron a partir de colonias 
esporuladas. 
Se realizaron observaciones microscópicas mediante tinción Gram y 
microcultivos por el método de “bloques de agar” e incubados en cámara 
húmeda a 28-30 ºC por 5-7 días. 
 
4.2.5.2. Actividad multienzimática  
La producción de enzimas extracelulares se evaluó según León et al., (2007) 
empleando un agar base suplementado para cada prueba con almidón (1%), 
celulosa (1%), gelatina (2%), tween 80 (1%), caseína (1%) y urea (2%). 
Estas placas fueron incubadas a 28-30 ºC por 7 a 10 días. 
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4.2.5.3. Crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl 
Los actinomicetos AND 12 y AND 30 fueron sembradas en Caldo Tripticasa 
de Soya (TSB) suplementado a diferentes concentraciones de NaCl (3, 5, 7 y 
10%), además se sembró un control de las cepas en Caldo Tripticasa de 
Soya. Estas pruebas se incubaron a 28-30 ºC durante 7 días. 
 
4.2.5.4. Crecimiento a diferentes temperaturas 
Los actinomicetos AND 12 y AND 30 fueron sembradas en Agar Almidón 
Caseína por duplicado, incubándose a 5, 20, 30 y 37 ºC durante 7 días. Se 
usó como control las placas incubadas a 30 ºC y se realizó una primera 
lectura a los 7 días.  
 
4.2.5.5. Crecimiento a diferentes pH 
Los actinomicetos AND 12 y AND 30 fueron sembrados en Agar Almidón 
Caseína regulado a pH 5, 6, 7 y 8 incubados a 30 ºC durante 7 días. Se usó 
como control las placas a pH 7.  La evaluación fue realizada cada 48 h. 
 
4.2.5.6. Utilización de carbohidratos y aminoácidos 
Se evalúo la capacidad degradativa sembrando ambos actinomicetos en un 
medio base suplementado con diferentes carbohidratos y aminoácidos 
(Tabla 7). Las placas fueron sembradas por duplicado e incubadas a 30 ºC 
durante 14 días.  
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4.2.6. Identificación a nivel filogenético de los actinomicetos 
seleccionados 
La identificación molecular según se realizó según lo descrito por Galindo, 
(2014). Los actinomicetos fueron cultivados en Caldo Tripticasa de Soya a 
28-30 °C durante 5-7 días. 
La extracción del DNA fue realizada en el laboratorio de Biología Marina de 
la Universidad Científica del Sur (UCSUR) estuvo sujeta a las indicaciones 
del kit Bacterial Genomic DNA Isolation Kit 17900 (Norgen Biotek). 
Mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) se realizó la 
amplificación del gen ARNr 16S, primers universales para procariotas GM3f 
(5’-AGA GTT TGA TCC TGG C-3’) y GM4r (5’- TAC CTT GTT ACG ACT T-
3’).  
Los productos de PCR fueron secuenciados por Macrogen Inc. (Seúl, 
Corea). Para el secuenciamiento se emplearon 4 primers universales, 
disponibles en la colección de Macrogen: 27f 
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG), 1492r (TACGGYTACCTTGTTACGACTT) 
518f (CCAGCAGCCGCGGTAATACG) y 800r (TACCAGGGTATCTAATCC).  
Las secuencias obtenidas se compararon con las depositadas en la Base de 
Datos del NCBI utilizando el programa BLAST. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1. Propagación y conservación de cepas de actinomicetos de la 
colección. 
Para el presente estudio se utilizó la colección de actinomicetos nativos 
aislados de la rizósfera de la papa conformada por un total de 49 cepas 
(Tabla 2).  
 
Tabla 2. Colección de los actinomicetos nativos aislados de la rizósfera de 
Solanum tuberosum (Andahuaylash, 2014) 
 
AND 1 AND 18 APW 2 
AND 2 AND 19 APW 3 
AND 3 AND 20 APW 4 
AND 4 AND 21 APW 5 
AND 5 AND 22 APW 6 
AND 6 AND 23 APW 7 
AND 7 AND 24 APW 8 
AND 8 AND 25 APW 9 
AND 9 AND 26 APW 10 
AND 10 AND 27 APW 11 
AND 11 AND 28 APW 13 
AND 12 AND 29 APW 15 
AND 13 AND 30 APW 16 
AND 14 AND 31 APW 17 
AND 15 AND 32 APW46a 
AND 16 AND 33 APW49g 
 APW 1  
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5.2. Determinación de la capacidad antagonista de actinomicetos 
rizosféricos frente a Pectobacterium carotovorum subsp. 
atrosepticum mediante pruebas in vitro. 
 
De las 49 cepas de actinomicetos rizósfericos, 13 actinomicetos (26,5%) 
resultaron tener actividad antagonista frente a Pectobacterium carotovorum 
subsp. atrosepticum (Figura 6).  
 
Figura 6. Capacidad antagonista de actinomicetos nativos aislados de la rizósfera 
de Solanum tuberosum frente a Pectobacterium carotovorum subsp.atrosepticum. 
 
         
 
Figura 7. Actividad antimicrobiana del actinomiceto AND 12 contra Pectobacterium 
carotovorum subsp. atrosepticum 
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Tabla 3. Actividad inhibitoria in vitro de la colección de actinomicetos rizosféricos de 
la papa frente a Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum 
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AND 1 - AND 27 - 
AND 2 - AND 28 - 
AND 3 13,5±3,42 AND 29 17,75±1,71 
AND 4 - AND 30 20,25±0,50 
AND 5 - AND 31 - 
AND 6 - AND 32 - 
AND 7 - AND 33 - 
AND 8 - APW 1 17,0±1,00 
AND 9 - APW 2 - 
AND 10 - APW 3 - 
AND 11 - APW 4 15,0±1,41 
AND 12 24,5±0,58 APW 5 15,25±0,96 
AND 13 6,25±1,26 APW 6 - 
AND 14 - APW 7 - 
AND 15 - APW 8 14,25±1,26 
AND 16 - APW 9 18,75±2,22 
AND 18 - APW 10 - 
AND 19 - APW 11 14,5±0,58 
AND 20 - APW 13 - 
AND 21 - APW 15 13,75±1,26 
AND 22 - APW 16 - 
AND 23 14,0±1,41 APW 17 - 
AND 24 - APW46a - 
AND 25 - APW49g - 
AND 26 -   
Halos de inhibición (mm de diámetro). 
 *Halos de inhibición promedio ± desviación estándar (n=4).  
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De los actinomicetos con actividad antagonista, AND 12 y AND 30 
presentaron los mayores halos de inhibición, cuyas medidas fueron 24,5 ± 
0,58 y 20,25 ± 0,50 mm de diámetro respectivamente (Figura 7 y Tabla 3), 
siendo seleccionadas para las pruebas posteriores.   
 
5.3. Cultivo discontinuo y obtención de extractos orgánicos  
Realizado el proceso de cultivo para los actinomicetos AND 12 y AND 30, los 
sobrenadantes fueron procesados con solventes orgánicos de diferentes 
polaridades: n-butanol (polar), diclorometano y etil acetato (polaridad 
intermedia) y hexano (no polar).  
Mediante el método de difusión en pocillo se evidenció la actividad 
antimicrobiana de los extractos de butanol, etil acetato y diclorometano 
obtenidos del actinomiceto AND 12 (Figura 8). De estos extractos, el butanol 
y etil acetato tuvieron mayor afinidad por el compuesto antimicrobiano con 
halos de 24,5 ± 1,91 y 22,5 ± 3,11 mm respectivamente. El extracto de 
diclorometano mostró una actividad menor con un halo 21,25 ± 3,20 mm. En 
los tres casos los valores fueron superiores a Ácido Nalidíxico utilizado como 
control positivo (18,75 ± 0,96 mm). El extracto de hexano no mostró 
actividad frente a patógeno evaluado (Tabla 4). 
Los extractos obtenidos del actinomiceto AND 30 no presentaron ningún tipo 
de actividad antimicrobiana contra Pectobacterium carotovorum subsp. 
atrosepticum (Tabla 4).  
De acuerdo con estos resultados, la cepa AND 12 fue seleccionada para la 
determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI). 
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Figura 8. Prueba de difusión en pocillo, ensayo preliminar de actividad de los 
extractos orgánicos obtenidos de AND 12. ENSAYO 1: Pruebas para los extractos 
de diclorometano (D) y butanol (B). ENSAYO 2: Prueba para los extractos de 
hexano (H) y etil acetato (EA). Controles. CDMSO: Control de DMSO 5%. C+: Control 
positivo o de Inhibición (Ácido Nalidíxico 30 μg/ml). C-: Control Negativo 
 
 
 
 
 
 
 
ENSAYO 1 
ENSAYO 2 
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Tabla 4: Prueba de Difusión en pocillo con los extractos orgánicos obtenidos 
 
SOLVENTES 
Difusión en pocillo                         
Halos de inhibición (mm de diámetro)    
            Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum 
AND 12 AND 30 
B 24,5 ± 1,91 0 
D 21,25 ± 3,20 0 
EA 22,5 ± 3,11 0 
H 0 0 
C+  18,75± 0,96 
 
B: Butanol. D: Diclorometano. EA: Etil acetato H: Hexano 
C+: Control Positivo (Ácido Nalidíxico 30 μg/ml) 
 
 
5.4. Determinación de la actividad antimicrobiana de los extractos 
orgánicos mediante pruebas de Concentración Mínima 
Inhibitoria (CMI) frente a Pectobacterium carotovorum subsp. 
atrosepticum 
Para determinar la CMI se utilizaron los extractos que mostraron tener 
capacidad inhibitoria frente a Pectobacterium carotovorum subsp. 
atrosepticum. Se obtuvieron extractos de AND 12 con concentraciones de 
3,1 mg/ml, 8,8 mg/l y 24,8 mg/l utilizando butanol, diclorometano y etil 
acetato respectivamente. Posteriormente para esta prueba se igualaron las 
concentraciones a 3,1 mg/ml. 
Los resultados del ensayo cuantitativo del CMI de los extractos obtenidos de 
la cepa AND 12 pueden observarse en la Tabla 5. 
El extracto de diclorometano mostró actividad microbiana hasta la 
concentración 0,775 mg/ml (Figura 9, Columna 3). Mientras que el extracto 
butanólico logró inhibir hasta la concentración 0,1937 mg/ml (Figura 9, 
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Columna 5). El extracto de etil acetato inhibió el crecimiento hasta 0,3875 
mg/ml (Figura 9, Columna 4). 
 
Tabla 5: Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos orgánicos de 
AND 12 frente a Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum 
 
Cepa Extracto 
CMI (mg/ml) 
Pectobacterium carotovorum subsp. 
atrosepticum 
 
AND 12 
B 0,1937 
D 0,775 
EA 0,3875 
 
B: Butanol. D: Diclorometano. EA: Etil acetato  
 
   
 
Figura 9. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos orgánicos 
obtenidos de la cepa AND 12 frente a Pectobacterium carotovorum subsp. 
atrosepticum (D) Extracto de diclorometano (B) Extracto de butanol. (EA) Extracto 
de etil acetato. (1-10): Columnas de diluciones. Controles. C1: Control de esterilidad 
del Medio. C2: Control del patógeno.  C3: Control del patógeno + DMSO 5%.  C4: 
Control de inhibición (Ácido Nalidíxico 30 µg/ml) 
 
C1   C2   C3     C4 
EA 
  B 
   D  
1      2      3      4     5      6      7      8      9    10 
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5.5. Caracterización de los actinomicetos con mayor potencial 
antagonista  
5.5.1. Caracterización morfológica y observaciones 
microscópicas 
Los actinomicetos AND 12 y AND 30 son las cepas con mayor actividad 
antagonista. Ambas cepas presentaron un buen crecimiento en Agar 
Almidón Caseína. La cepa AND 12 presentó colonias pulverulentas, 
marrones blanquecinas, con reverso marrón y sin pigmento difusible (Figura 
10A). La cepa AND 30 presentó colonias pulverulentas, cremas yesosas, 
reverso crema y sin pigmento difusible (Figura 11A). 
 
En medio líquido sin agitación (Caldo Tripticasa de Soya) se pudo observar 
que el actinomiceto AND 12 inicialmente formó pequeños conglomerados de 
micelio en el fondo del tubo y luego en la superficie del medio, con un micelio 
blanquecino (Figura 10B). La cepa AND 30 creció fuertemente adherida a las 
paredes del tubo, luego se observó la formación de micelio en la superficie 
con una apariencia de película blanquecina y con crecimiento en el fondo del 
tubo (Figura 11B). 
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Figura 10. Características culturales del actinomiceto AND 12 
(A) Crecimiento en Agar Almidón Caseína, obsérvese colonias pulverulentas y 
con una coloración marrón - blanquecina. (B) Crecimiento en tubo en Caldo 
Tripticasa de Soya. 
 
 
 
    
Figura 11. Características culturales del actinomiceto AND 30 
(A) Crecimiento en Agar Almidón Caseína, obsérvese colonias pulvurulentas y 
crema yeyosa. (B) Crecimiento del micelio fuertemente adherido a las paredes del 
tubo (flecha) 
 
 
 
 
(A) (B) 
 
(A) 
 
(B) 
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La caracterización morfológica de AND 12 y AND 30 se realizó en algunos 
medios ISP. Las características obtenidas fueron útiles para reportar algunas 
características básicas como la coloración del micelio aéreo, micelio sustrato 
y la formación de algún pigmento difusible (Figura 11 y 12), mostrándose 
características morfológicas similares a lo observado en las placas de Agar 
Almidón Caseína. Estos resultados no fueron relevantes para la 
determinación de la especie debido a la gran diversidad metabólica que 
presentan los actinomicetos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Actinomiceto AND 12 en medios ISP. (A) ISP 2: Agar Extracto de 
Levadura-Extracto de Malta. (B) ISP 4: Agar Almidón - Sal (C) ISP 5: Agar Glicerol-
Asparagina. Obsérvese el micelio aéreo (horizontal superior) y micelio sustrato 
(horizontal inferior).  
                      (A)                                           (B)                                           (C) 
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Figura 13. Actinomiceto AND 30 en medios ISP. (A) ISP 2: Agar Extracto de 
Levadura-Extracto de Malta. (B) ISP 4: Agar Almidón - Sal (C) ISP 5: Agar Glicerol-
Asparagina. Obsérvese el micelio aéreo (horizontal superior) y micelio sustrato 
(horizontal inferior). 
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40 
 
Las observaciones microscópicas realizadas para los actinomicetos 
seleccionados mediante tinción Gram mostraron células filamentosas y 
ramificadas Gram positivas. Mediante la técnica de microcultivo se observó 
hifas curvadas, hifas con forma de tirabuzón características del género 
Streptomyces (Figura 14 y 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Observaciones microscópicas del actinomiceto AND 12. (A) Coloración 
Gram, hifas en formación y liberación de esporas (flecha). (B) Microcultivo de 7 días 
(tinción con Azul de Lactofenol), obsérve la curvatura terminal de las hifas (flecha). 
(C) Hifas con forma de tirabuzón (flecha). Ambas son características del género 
Streptomyces. Aumento: 1000x 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Observaciones microscópicas del actinomiceto AND 30. (A) Coloración 
Gram, curvatura terminal de las hifas e hifa con ligera forma de tirabuzón (flecha). 
Ambas características del género Streptomyces. (B) Microcultivo de 7 días (tinción 
con Azul de Lactofenol), obsérve la curvatura terminal de las hifas y liberación de 
esporas (flecha). Aumento: 1000x 
 
(A) (B) (C) 
(A) (B) 
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5.5.2. Actividad multienzimática 
Los actinomicetos AND 12 y AND 30 presentaron buena actividad 
multienzimática, ya que fueron capaces de degradar los sustratos evaluados 
evidenciando la producción de enzimas como amilasas, caseinasas 
(proteasa), lipasas, celulasas, ureasas y gelatinasas. 
Tabla 6. Actividad multienzimática de los actinomicetos AND 12 y AND 30 
 
SUSTRATO AND 12 AND 30 R r %AE R r %AE 
Almidón 1% 32 10 68,8 21 10 52,4 
Caseína 1% 17 9 47,1 25 11 56,0 
Tween 80 1% 34 7 79,4 37 8 78,4 
Celulosa 1% 20 5 75,0 0 0 0,0 
Úrea 2% 0 0 0,0 25 7 72,0 
Gelatina 2% 39 9 76,9 62 13 80,6 
 
R: Halo de degradación (mm), r: Tamaño de colonia (mm), %AE: % Actividad enzimática 
 
Como se muestra en la Tabla 6, el actinomiceto AND 30 tiene mayor 
actividad proteolítica (Figura 21) y gelatinolítica (Figura 18) que el actinometo 
AND 12. Además, AND 30 fue capaz de sintetizar ureasas (Figura 22). Sin 
embargo, la cepa AND 12 presentó una mayor actividad amilolítica (Figura 
17), lipolítica (Figura 19) y fue la única con actividad celulolítica (Figura 20).   
La síntesis de los resultados pueden observarse en la Figura 16. 
 
 
 
 
 
Figura 16. Actividad 
multienzimática de 
AND 12 y AND 30 
 
   
 
 
Figura 17. Halo alrededor de AND 30 y AND 12 en el medio con almidón 1%. Se 
usó Lugol como revelador. 
 
 
 
 
Figura 18. Degradación de gelatina 2% por el actinomiceto AND 12 y AND 30. 
Revelado con Bicloruro de Mercurio 
 
 
 
 
Figura 19.  Actividad lipolítica provocada por las tween esterasas.  Opalescencia 
alrededor de la colonia 
AND 12 AND 30 
AND 12 AND 30 
AND 30 AND 12 
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Figura 20.  Actividad celulolítica. Revelado con Rojo de Congo 
 
 
Figura 21. Hidrólisis de caseína 1%. Tinción con Azul de Lactofenol 
  
Figura 22. Hidrólisis nula de urea 2% por AND 12 e hidrólisis de urea por 
AND 30 
   
AND 12 
AND 12 AND 30 
AND 12 
AND 30 
         44       
5.5.3. Crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl 
Se evaluó el crecimiento de los actinomicetos seleccionados a diferentes 
concentraciones de NaCl. El actinomiceto AND 12 presentó un buen 
crecimiento hasta el tubo con el medio TSB 5%. En el medio TSB 7% se 
evidenció la disminución del crecimiento y en el TSB 10% no hubo 
crecimiento alguno del actinomiceto (Figura 23A). El actinomiceto AND 30 
mostró un buen crecimiento en todas las concentraciones de NaCl 
evaluadas (Figura 23B). 
 
 
 
 
 
Figura 23. Crecimiento del actinomiceto AND 12 (A) y actinomiceto AND 30 (B) a 
diferentes concentraciones de NaCl (%) 
(A) 
(B) 
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5.5.4. Crecimiento a diferentes temperaturas 
Se evaluó la capacidad de crecimiento a diferentes temperaturas (5, 20, 30, 
37 ºC) de los actinomicetos AND 12 y AND 30, simulando los climas a los 
que se enfrenta el cultivo de Solanum tuberosum. 
En la Figura 24 y Tabla 7 se observa que a 5 ºC no hubo crecimiento de 
ninguna de las cepas. El actinomiceto AND 12 a 20 ºC presentó un 
crecimiento menor al control, a 37 ºC evidenció un buen crecimiento y 
ligeramente mayor al control de crecimiento incubado a 30 ºC. Por otro lado, 
el actinomiceto AND 30 a 20 ºC y 37 ºC presentó un crecimiento menor al 
control de crecimiento incubado a 30 ºC. 
5.5.5. Crecimiento a diferentes a pH 
Los actinomicetos seleccionados fueron sembrados a pH 5, 6, 7 y 8 
probando su capacidad de crecimiento en suelos ácidos y básicos. 
En la Figura 25 y Tabla 7, se observa que las cepas AND 12 y AND 30 no 
crecieron en el medio con pH 5. El actinomiceto AND 12 a pH 6 y 8 presentó 
un buen crecimiento y similar al medio con pH 7 considerado con control de 
crecimiento. En el caso de AND 30, el crecimiento a pH 6 fue menor al 
control, y a pH 8 el crecimiento fue ligeramente mayor al control. 
5.5.6. Utilización de carbohidratos y aminoácidos 
Los actinomicetos AND 12 y AND 30 evidenciaron buena capacidad 
degradativa de carbohidratos como glucosa, sucrosa y manitol, con un 
crecimiento ligero en las pruebas realizadas (Figura 26 y Tabla 7).  
Respecto al metabolismo sobre fuentes nitrogenadas, los actinomicetos AND 
12 y AND 30 fueron capaces de asimilar aminoácidos polares como lisina. El 
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actinomiceto AND 12 fue capaz de asimilar aminoácidos no polares 
(fenilalanina y triptófano) y en el caso de AND 30, el actinomiceto no pudo 
asimilar el aminoácido triptófano, además de presentar un crecimiento menor 
en la prueba con fenilalanina (Figura 27). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
 
 
  
Figura 24. Crecimiento de AND 12 y AND 30 a diferentes temperaturas 
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Figura 25. Crecimiento de AND 12 y AND 30 a diferentes pH 
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Figura 26. Crecimiento de AND 12 y AND 30 en diferentes carbohidratos.             
(A) Sucrosa (B) Manitol (C) Glucosa 
 
 
 
ACTINOMICETO AND 30 
         
 
 (A)   
 
 
 
 
 
(B)    
 
 
 
 
(C) 
ACTINOMICETO AND12 
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Figura 27. Crecimiento de AND 12 y AND 30 en diferentes aminoácidos. (A) 
Triptófano (B) Fenilalanina (C) Lisina 
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(B)    
 
 
 
 
 
(C) 
ACTINOMICETO AND 12 ACTINOMICETO AND 30 
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5.6. Identificación a nivel filogenético del actinomiceto seleccionado 
A partir del secuenciamiento del gen RNAr 16S de la cepa AND 12, se 
obtuvieron 1414 pares de bases (bp), las cuales fueron comparadas con la 
base de datos del GenBank, y se halló un porcentaje de similaridad de 100% 
con la especie Streptomyces pactum (Figura 28). 
 
 
 
Figura 28. Árbol filogenético del actinomiceto rizosferico AND 12, presentando su 
ubicación filogenética en función del análisis de su RNAr 16S. Nivel de similaridad > 
al 100% a Streptomyces pactum. 
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Tabla 7. Características generales de los actinomicetos con potencial actividad 
antagonista 
 
CARACTERÍSTICAS AND 12 AND30 
Gram 
Catalasa* 
Oxidasa* 
Positiva 
+ 
+ 
 
Positiva 
+ 
+ 
 
Crecimiento 
en ISP 
ISP 2 + 
 
+ 
ISP 4 + + 
ISP 5 + + 
Micelio aéreo Marrón blanco 
 
Crema  
Micelio base Blanco Crema 
Pigmento  Ninguno Ninguno 
Hidrólisis de 
Almidón 1% + + 
Urea 2% - + 
Celulosa 1% + - 
Gelatina 2% + + 
Tween 80 1% + + 
Caseína 1% + + 
 
Crecimiento 
en sales 
3% + + 
5% + + 
7% + + 
10% - + 
Crecimiento 
en diferentes 
pH 
5 - - 
6 + + 
7 + + 
8 + + 
Crecimiento 
a diferentes T 
(ºC) 
5 - - 
20 + + 
30 + + 
37 + + 
 
Utilización de 
fuentes de C 
Sacarosa + + 
Glucosa + + 
Manitol + + 
 
Utilización de 
aa 
Lisina + + 
Fenilalanina + + 
Triptófano + - 
*Catalasa y Oxidasa: Reacción positiva (+) 
Las otras pruebas                  
+: Crecimiento                   
-: No crecimiento  
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6. DISCUSIÓN 
El control biológico es considerado como una alternativa importante dentro 
del manejo integrado de enfermedades. Los microorganismos están siendo 
estudiados por su capacidad para controlar patógenos en un gran número de 
cultivos (Dupler & Baker, 1984; Yuen & Craig, 1992).  
 
En los últimos años, el rol benéfico de las bacterias de la rizósfera para la 
nutrición y bienestar de la planta están siendo cada vez más reconocido 
(Vessey, 2003). Entre los microorganismos del suelo, los actinomicetos son 
los de mayor interés ya que representan una alta proporción de la biomasa 
microbiana y poseen la capacidad de producir una amplia variedad de 
antibióticos y de enzimas extracelulares. Además, diversas cepas de 
actinomicetos han demostrado que brindan protección a las plantas frente a 
diversos fitopatógenos (Doumbou et al., 2001). 
 
En el presente trabajo, se evaluaron 49 actinomicetos nativos de la rizósfera 
de Solanum tuberosum, de los cuales 13 actinomicetos (26,5%) resultaron 
tener actividad antagonista frente a Pectobacterium carotovorum subsp. 
atrosepticum. Resultados similares fueron obtenidos por Pérez (2011), de un 
total de 85 actinomicetos aislados del compost sólo 14 (16,4%) tuvieron 
actividad frente a Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum. 
Cabe señalar que los actinomicetos de ambos trabajos provienen de un 
origen diferente. Sin embargo, podemos considerar que los actinomicetos 
rizósfericos son de mayor importancia. Como señala (Krupa & Dommergues, 
1981) la rizósfera es una zona de amortiguamiento microbiológico en donde 
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la microbiota brinda protección a la planta del ataque de microorganismos 
patógenos. 
 
Es importante señalar que en el presente estudio la cepa patógena 
empleada fue Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum denominada 
así por el laboratorio proveedor de la misma, sin embargo, Gardan et al. 
(2003) elevó a Pca a nivel de especie, denominándose Pectobacterium 
atrosepticum. Siendo considerada como tal en trabajados realizados por 
investigadores como Baz et al., (2012) y Czajkowski et al., (2011). Sin 
embargo, esta denominación no está siendo empleada por todos los 
investigadores del área. 
 
Baz et al., (2012) evaluaron la capacidad antagonista in vitro de 200 
actinomicetos aislados de la rizósfera de Solanum tuberosum frente a cuatro 
cepas Pectobacterium ambientales y las dos cepas de referencia 
Pectobacterium carotovorum y Pectobacterium atrosepticum. Obtuvieron que 
el 8% de estas cepas fueran activos contra al menos uno de los patógenos 
evaluados y sólo 4 actinomicetos (2%) mostraron actividad antimicrobiana 
contra todas las cepas de Pectobacterium en estudio. Pese a que los 
actinomicetos empleados fueron aislados de la rizósfera de la papa, el 
resultado obtenido por Baz et al., fue inferior al nuestro.   
 
En el presente trabajo se obtuvo que solo una parte representativa de la 
colección de actinomicetos mostró actividad antagonista contra el patógeno 
en estudio. Este resultado podría indicar la resistencia relativa de 
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Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum a los antibióticos 
secretados por la mayoría de actinomicetos, además se sabe que las cepas 
Gram negativas a menudo son altamente resistentes a los antibióticos 
conocidos (Pelaéz et al., 1998; Suay et al., 2000).  
 
Pocos estudios han informado sobre la actividad antagonista de 
actinomicetos contra Pectobacterium sp. (El Karkouri et al., 2010). Sin 
embargo, se ha reportado que algunas especies de Bacillus sp. y algunas 
cepas de Pseudomonas fluorescentes pueden actuar como controlador 
biológico frente a patógenos de la pudrición blanda (Cronin et al., 1997; Xu 
and Gross, 1986). Las bacterias pertenecientes a estos géneros 
comúnmente son usadas para el biocontrol de enfermedades de cultivos, es 
importante resaltar que los actinomicetos juegan un papel muy importante en 
la colonización de los suelos (Pérez, 2011). 
 
Del total de actinomicetos evaluados en el presente estudio, las cepas AND 
12 y AND 30 evidenciaron la mayor actividad antagonista frente a 
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum, con halos de inhibición de 
24,5 ± 0,58 y 20,25 ± 0,50 mm de diámetro respectivamente. Obteniendo 
resultados superiores a los obtenidos por Baz et al., (2012), en donde las 
cepas de Streptomyces sp. OE7 y Streptomyces sp. OE11 evidenciaron 
halos de 22,67 ± 2,082 y 18,33 ± 2,082 mm respectivamente, frente a una 
cepa de referencia de Pectobacterium atrosepticum CFBP5889. Por otro 
lado, los resultados obtenidos por Pérez et al., (2015) muestra que los 
actinomicetos ACZII-35 y AACI-5 presentaron halos de 24 y 30 mm. 
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Comparando con nuestros resultados vemos que las cepas AND 12 y ACZII-
35 presentaron halos de inhibición similares.  
 
Los resultados obtenidos para los actinomicetos AND 12 y AND 30 son 
alentadores, siendo seleccionadas para la obtención de extractos crudos y 
caracterización fenotípica. Es necesario realizar estas pruebas adicionales 
que nos permiten tener mayor conocimiento de estas cepas con la finalidad 
de que puedan ser empleadas a futuro como controlador de la “pudrición 
blanda” y “pierna negra” de la papa. 
 
Los metabolitos antibacterianos fueron extraídos con cuatros solventes de 
diferentes polaridades empleando el método de extracción con solventes y 
probando su actividad antimicrobiana mediante el método de difusión en 
pocillo. Los resultados muestran que los metabolitos de la cepa AND 30 no 
presentaron afinidad por ninguno de los solventes. Existen tres posibles 
razones que podrían explicar la actividad nula de los extractos. La primera 
razón es el uso inapropiado del solvente orgánico, la obtención adecuada del 
metabolito depende de la correcta elección del solvente, de la polaridad de 
este y de la naturaleza del metabolito. La segunda razón, es la agitación 
inadecuada de la mezcla (Gurung et al., 2009) (sobrenadante y solvente v/v) 
paso previo al procesamiento del metabolito en el rotavapor. La tercera 
razón es la cantidad de volumen obtenido del metabolito, con el método de 
extracción con solventes se obtiene una cantidad inferior a comparación de 
otros métodos (Siek, 1978).  
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Así mismo, los resultados de los extractos de AND 12 presentaron afinidad 
por tres de los solventes empleados, mostrando una buena eficiencia de 
recuperación del metabolito. El extracto de butanol manifestó una mayor 
actividad que el extracto de etil acetato y diclorometano. Mientras que el 
extracto de hexano no manifestó actividad antagonista. Resultado similar a 
lo mencionado por Forar et al., (2007) quienes reportaron que el n-hexano, 
cloroformo y etil eter son malos solventes para la extracción de metabolitos, 
y el n-butanol es un solvente adecuado para la extracción de compuestos 
activos.  
 
Otros autores como Sharma et al., (2011) evaluaron los extractos de n-
butanol, cloroformo, dietil eter, etil acetato,hexano: metanol (20:50) y hexano 
de 6 actinomicetos de suelo con potencial actividad microbiana frente a 
varios organismos de importancia clínica. Encontraron que el butanol fue el 
solvente más adecuado para la extracción de metabolitos antimicrobianos a 
partir de los caldos de cultivo de los actinomicetos estudiados, resultado 
idéntico al nuestro. Pérez (2011) utilizó dos solventes para la extracción del 
compuesto activo. Los extractos de etil acetato y diclorometano lograron 
inhibir el crecimiento de Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum. 
Sin embargo, el extracto de etil acetato mostró una mayor inhibición. 
Comparando con nuestro estudio, el extracto de etil acetato es el segundo 
mejor solvente en la recuperación de metabolitos bioactivos (Tabla 4).  
 
Si bien son escasos los trabajos de metabolitos de actinomicetos frente a 
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum, existen reportes con el 
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uso de extractos de plantas como es el caso de Bakt et al., (2012) donde 
evalúan la actividad antibacteriana de extractos de Nicotiana tabacum frente 
a 6 bacterias patogénicas, entre estas Pectobacterium carotovorum. Se 
emplearon solventes como etanol, etil acetato, n-hexano, acetona, butanol y 
agua, además la actividad antibacteriana fue evaluada empleando el Método 
de Disco Difusión. Obtuvieron que los extractos de butanol y etil acetato 
lograron inhibir el crecimiento de Pectobacterium carotovorum, evidenciando 
halos de 15,66 y 22,33 mm respectivamente. Comparando con nuestro 
estudio, vemos que los resultados obtenidos son superiores a los de Bakt et 
al., (2012) (Tabla 4) esto podría explicarse debido a la utilización de un 
método diferente para probar la actividad de los extractos.  
 
Bakt et al., (2011) evaluaron la actividad microbiana de los extractos 
obtenidos de Linum usitatissimum frente a un hongo y 7 bacterias 
patogénicas. Utilizando solventes como etil acetato, n-hexano, butanol y 
agua destilada. Reportaron que los extractos de etil acetato y butanol 
inhibieron el crecimiento de Pectobacterium carotovorum en un 42 y 65% 
respectivamente a una concentración de 1,33 mg disco-1. Los otros extractos 
no lograron inhibir el crecimiento del patógeno, entre ellos n-hexano; 
resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo, además de 
reafirmar lo mencionado por Forar et al., (2007). 
 
Los resultados obtenidos de la evaluación anterior nos permitieron 
seleccionar a los extractos de la cepa AND 12 para la determinación de la 
Concentración Mínima Inhibitoria. 
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Los valores de las CMIs obtenidas frente a Pectobacterium carotovorum 
subsp. atrosepticum estuvieron entre el rango de 0,775 – 0,1937 mg/ml.  En 
donde el extracto butanólico evidenció el valor mínimo a 0,1937 mg/ml 
seguido del extracto de etil acetato y extracto de diclorometano (Tabla 5). 
Sin embargo, la CMI de los extractos fue mayor a la concentración de Ácido 
Nalidíxico (30 µg/ml equivalente a 0,03 mg/ml); usado como control de 
inhibición. Pese a ello, cabe resaltar que el butanol fue el solvente con mejor 
rendimiento.  
 
Pérez (2011), obtuvo extractos de diclorometano y etil acetato de los 
actinomicetos AACI-5 y ACZII-35 para determinar su Concentración Mínima 
Inhibitoria frente a Pectobacterium carotovorum. Los resultados obtenidos 
para el extracto de diclorometano evidenciaron que el actinomiceto AACI-5 
no presentó actividad antimicrobiana mientras que el extracto de ACZII-35 
manifestó un valor de 0,125 mg/ml. Realizando una comparación con 
nuestros resultados, podemos observar que el extracto de diclorometano de 
ACZII-35 presentó mejor actividad que el extracto del actinomiceto AND 12. 
Por otro, los valores obtenidos con los extractos de etil acetato de AACI-5 y 
ACZII-35 fueron de 2 mg/ml y 1 mg/ml respectivamente. El extracto de etil 
acetato de AND 12 evidenció mejores resultados de inhibición de 
Pectobacterium carotovorum que los obtenidos por Pérez (2011). 
 
Es importante señalar que la determinación de la CMI fue realizada a partir 
de la obtención de extractos orgánicos crudos, sin embargo, otros autores 
como Taechowisan et al., (2005), evaluaron la CMI a partir de fracciones 
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purificadas del compuesto activo frente a hongos fitopatógenos; además 
empleando técnicas adicionales lograron la identificación del compuesto 
activo.   
 
Las cepas AND 12 y AND 30 aisladas de la rizósfera de Solanum tuberosum 
presentaron características morfológicas típicas de los actinomicetos 
observándose colonias pulverulentas y con coloración del micelio (Tabla 7). 
Streptomyces se muestra como colonias secas, pulverulentas o con el 
micelio aéreo de diferentes colores (Araújo, 1998). La observación 
microscópica confirmó la presencia de bacterias Gram positivas 
filamentosas, y la observación de los microcultivos permitió la visualización 
de los filamentos terminales curvados, característica del género 
Streptomyces (Shirling & Gottlieb, 1966; Williams et al., 1983), Además las 
hifas aéreas en esporulación de Streptomyces, pueden presentarse tipo 
espiral o tipo flexibles o rectiflexibles (como tirabuzón) (Bergey et al., 1984) 
(Figura 14 y 15).  
Persello et al. (2003) y (Franco – Correa, 2008) señalan que los 
actinomicetos, con énfasis en el género Streptomyces posee una relación 
con las plantas, por medio de su producción de antibióticos, así como ciertos 
metabolitos secundarios razón por la cual son considerados promotores del 
crecimiento vegetal indirecto. 
 
Las cepas AND 12 y AND 30 presentaron buena actividad multienzimática.  
Ambos actinomicetos producen principalmente proteasas, lipasas y amilasas 
(Tabla 6). Estas enzimas también juegan un papel importante en la 
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promoción de crecimiento de las plantas y el control biológico de 
enfermedades de las plantas (Sousa et al., 2008).  
Sólo el actinomiceto AND 12 presentó actividad celulolítica. Según menciona 
Sousa et al., los microorganismos celulolíticos desempeñan un papel 
importante en la descomposición de la materia orgánica y la mineralización 
de nutrientes, promoviendo el crecimiento de plantas.  
Por otro lado, los actinomicetos evaluados fueron capaces de utilizar todas 
las fuentes de carbono ensayados. Sin embargo, sólo el actinomiceto AND 
12 evidenció su amplia capacidad degradativa frente a los aminoácidos 
ensayados, permitiendo señalar su diversidad metabólica y capacidad de 
adaptación. 
 
Por otro lado, la salinidad del suelo, los niveles de pH y temperatura son 
factores abióticos que pueden interferir con la capacidad competitiva del 
agente biológico seleccionado (Sousa et al., 2008) (Calvo y Zuñiga, 2010). 
Por ello se evaluó la capacidad de crecimiento de AND 12 y AND 30 bajo 
estos factores.  El crecimiento de los actinomicetos AND 12 y AND 30 a 
diferentes concentraciones de NaCl (entre 3 y 10%) indica la tolerancia a la 
salinidad y una capacidad adaptativa de estas cepas a condiciones de 
crecimiento adversas.  Sólo el actinomiceto AND 30 mostró un crecimiento 
satisfactorio en todas las concentraciones de salinidad (Tabla 7), lo que 
indica que tiene la mayor tolerancia a la salinidad. Esta característica puede 
ayudar a la capacidad competitiva de este actinomiceto en entornos 
adversos, brindándole un posible papel en la protección de las plantas 
(Sousa et al., 2008).  
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Los suelos alcalinos y neutros resultan ser más favorables para el desarrollo 
de los actinomicetos; el rango de pH óptimo para las actividades de estos 
microorganismos se encuentra entre 6,5 y 8,0; en suelos con pH por debajo 
a 5,0 es frecuente observar su ausencia (Franco-Correa, 2008). 
Comparando nuestro trabajo, los resultados fueron idénticos a los obtenidos 
por este último autor. 
 
La mayoría de los actinomicetos son mesófilos, y su crecimiento se registra 
entre 25 y 30 ºC, mientras que a temperaturas inferiores a 5 ºC el 
crecimiento es nulo (Stanley, 1994), en ese sentido nuestros resultados 
fueron similares a este último autor (Tabla 7). 
La capacidad de los Streptomyces sp. para crecer en pH bajos, mayor 
temperatura y mayor salinidad fue reportada por Sadeghi et al., (2012). 
Resultados similares obtenidos para las cepas AND 12 y AND 30. 
 
Es importante señalar que los actinomicetos AND 12 y AND 30 fueron parte 
de los estudios realizados por Cisneros (2016) y Caro (2016). Cisneros, 
evaluó a los actinomicetos rizósfericos como potenciales Promotores de 
Crecimiento Vegetal (PGPR), en donde AND 12 presentó capacidad de 
fijación de nitrógeno y producción de ácido indol acético mientras que, AND 
30 manifestó capacidad de solubilización de fosfatos y fijación de nitrógeno. 
Ambos actinomicetos presentaron capacidad fijadora de nitrógeno, sin 
embargo, AND 12 evidenció una capacidad superior.  
Por otro lado, Caro evaluó la capacidad antagonista de los actinomicetos 
rizósfericos frente a hongos fitopatógenos de importancia agrícola. 
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Encontrándose que AND 12 presenta actividad antagonista frente a 
Fusarium sp., Lasidiodiplodia sp., Rhizoctonia solani y Phytophtora infestans, 
mientras que el actinomiceto AND 30 sólo frente a Rhizoctonia solani.  
  
De manera general, la caracterización fenotípica de las cepas AND 12 y 
AND 30 nos permite concluir que pertenecen al género Streptomyces. 
La cepa AND 12, actinomiceto con mayor capacidad antagonista, fue 
identificado molecularmente a través del secuenciamiento de los fragmentos 
amplificados del gen RNAr 16S, obteniéndose similitud al 100% con 
Streptomyces pactum. 
 
Otras investigaciones evidencian la capacidad antagonista de Streptomyces 
pactum frente a otros fitopatógenos.  Entre estas tenemos a la investigación 
de Zhao et al., (2012) donde evaluaron a dos cepas de actinomicetos 
(Streptomyces pactum A12 y S. globisporus subsp. globisporus C28) como 
biocontrolador del hongo Didymella bryoniae (causante del Tizón gomoso del 
tallo) y como promotor del crecimiento de Cucumis melo L. Ambas especies 
de Streptomyces mostraron actividad antagonista frente al hongo 
fitopatógeno y la capacidad para colonizar la rizósfera y rizoplano de las 
plantas de melón.  
 
Así mismo Saleh et al., (2013) lograron aislar 187 cepas de Streptomyces 
sp. de diferentes muestras de suelos de Egipto y evaluaron las actividades 
antifúngicas mediante el método de Difusión en agar. Del total de 
actinomicetos aislados, sólo 5 cepas produjeron metabolitos antifúngicos. 
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Siendo Streptomyces S131 la cepa que presentó mayor actividad antifúngica 
frente a todos los patógenos en estudio, siendo identificada como 
Streptomyces pactum.   
El patógeno más sensible para los metabolitos antifúngicos producidos por 
Streptomyces pactum S131 fue Aspergillus niger, seguido por Fusarium 
oxysporum, Candida albicans, Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme, 
Rhizoctonia solani y Pythium sp.  cuyos halos de inhibición fueron 20, 17, 16, 
15, 15, 14 y 13 mm respectivamente.   
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7. CONCLUSIONES 
 
• De los 49 actinomicetos nativos aislados de la rizósfera de Solanum 
tuberosum, 13 (26,5%) fueron antagonistas al patógeno Pectobacterium 
carotovorum subsp atrosepticum. 
• Las cepas AND 12 y AND 30 evidenciaron la mayor actividad antagonista 
frente a Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum, con halos de 
inhibición de 24,5 ± 0,58 y 20,25 ± 0,50 mm respectivamente. 
• Los extractos orgánicos obtenidos con butanol, etil acetato y 
diclorometano del actinomiceto AND 12 presentaron actividad frente a 
Pectobacterium carotovorum subsp atrosepticum. 
• La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) más destacada fue el extracto 
orgánico de butanol con una concentración de 0,1937 mg/ml. 
• El actinomiceto AND 12 puede ser considerado como una alternativa 
efectiva de control biológico de la “pudrición blanda” y “pierna negra” 
causada por Pectobacterium carotovorum subsp atrosepticum en cultivos 
de papa. 
•  El análisis filogenético del actinomiceto AND 12, quien demostró la 
mayor actividad antagonista, reveló que se trata de una cepa de la 
especie de Streptomyces pactum. 
 
 
 
         65       
8. RECOMENDACIONES 
 
• Evaluar el antagonismo de los actinomicetos rizósfericos de Solanum 
tuberosum frente a fitopatógenos de otros cultivos, orientados a 
determinar el espectro de bioactividad.  
• Determinar la eficiencia de la actividad antagonista de la cepa AND 12 
frente Pectobacterium carotovorum subsp atrosepticum mediante 
pruebas a nivel invernadero.  
• Evaluar el antagonismo del actinomiceto AND 12 frente a otros 
fitopatógenos bacterianos de cultivos de Solanum tuberosum.   
• Realizar estudios de fraccionamiento e identificación del (los) 
componente(s) responsable(s) de la actividad antagonista del extracto 
butanólico del actinomiceto AND 12, utilizando técnicas de mayor 
rendimiento como Cromatografía Líquida de Alta Precisión (HPLC), 
Cromatografía de Gas-Líquido (CGL) y Espectroscopia de Resonancia 
Magnética Nuclear (RMN).  
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ANEXO I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Prueba in vitro de la capacidad antagonista de los actinomicetos frente a 
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum 
 
 
 
 
Pectobacterium carotovorum 
26-28 °C x 48 h 
20 µl 
CEPARIOS DE 
COLECCIÓN 
5 ml 
TSBss 
MÉTODO 
DE BICAPA 
Luego de agregar el TSBss se 
incuba a 28-30 °C x 24-48 h 
  
Agar Almidón Caseína 
28-30 °C x 7 – 14 días  
Observar 
formación de halos 
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ANEXO II 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cultivo discontinuo y obtención de extractos orgánicos 
5ml 
     Centrifugar 
4000 rpm x 25 min Suspensión de actinomicetos 
150 rpm x 48 h 
Cultivo en agitación 
por 7 días a 150 rpm 
Colectar el 
sobrenadante 
Adicionar el 
solvente 
Proporción de 
1:1 v/v 
Agitación durante 
24 h 
Separación de 
fases 
Procesar en el 
rotavapor 
Rotavapor Boeco RVO 400 SD 
Laboratorio de FQIQ, UNMSM 
Secar extracto a 
40 ºC 
 
PRUEBAS 
POSTERIORES 
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Sembrar al patógeno 
previamente reactivado 
 
ANEXO III 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Método de difusión en pocillo 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
CDMSO  
C-  C+  
Extractos obtenidos 
Controles.  
CDMSO: Control de DMSO 5% 
C-: Control Negativo 
C+: Control positivo o de Inhibición 
 (Ácido Nalidíxico) 
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ANEXO IV 
 
 
 
  
          
            
            
            
            
            
            
            
 
 
 
 
 
 
Diagrama de Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos 
orgánicos obtenidos (Método de Microplaca) 
 
 
 
 
 
 
 C1  C2  C3  C4  
Cada pocillo con 20 µl extracto + 80 µl medio + 10 µl patógeno 
Controles 
C1: Control de esterilidad del medio.  
C2: Control del patógeno.   
C3: Control del patógeno + DMSO 5%.   
C4: Control de inhibición (Ácido nalidíxico) 
Diluciones con DMSO 5% 
c/pocillo 50µl Solución 
stock Descarte 
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ANEXO V 
1. Agar Almidón Caseína   
Componentes g/L 
Almidón soluble 10 
Caseína hidrolizada 1 
KNO3 2 
NaCl 2 
K2HPO4 2 
MgSO4.7H2O 0,05 
CaCO3 0,02 
FeSO4. 7H2O 0,01 
Agar – Agar 18 
pH 7,0 ± 0,2 
*Para ceparios con glicerol al 20% (v/v) 
 
2. Caldo Nutritivo  
Componentes g/L 
Pluripeptona 5 
Extracto de carne 3 
pH 7,0 ± 0,2 
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3. Caldo Tripticasa Soya (TSB)  
Componentes g/L 
Tripticasa 17 
Peptona 3 
NaCl 5 
K2HPO4 2,5 
Dextrosa 2,5 
pH 7,0 ± 0,2 
 
4. Medio semisólido - Caldo Tripticasa Soya (TSBss)  
Componentes g/L 
Tripticasa 17 
Peptona 3 
NaCl 5 
K2HPO4 2,5 
Dextrosa 2,5 
Agar 7,5 
 pH 7,0 ± 0,2  
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5. Caldo Extracto de Levadura - Glucosa (Modificado por Sultan et 
al.,2002) 
 
Componentes g/L 
Extracto de levadura 1,0 
Peptona de soya 4,0 
D-glucosa 5,0 
CaCO3 1,0* 
Almidón 10* 
pH 7,0 ± 0,2 
*Opcionales 
 
6. Medio ISP 2 - Agar Extracto de Levadura-Extracto de Malta 
Componentes g/L 
Extracto de Malta 10 
Extracto de Levadura 4 
Glucosa 4 
Agar 20 
pH 7,3 ± 0,2 
 
7. Medio ISP 4- Agar Almidón - Sal  
Componentes g/L 
Almidón soluble 10 
CaCO3 2 
(NH4)2SO4 2 
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K2HPO4 1 
MgSO4.7H2O 1 
NaCl 1 
FeSO4 7H2O 1mg 
MnCl27H2O 1mg 
ZnSO4 7H2O 1mg 
Agar  20 
pH 7,2 ± 0,2 
 
8. Medio ISP 5: Agar Glicerol-Asparagina.  
Componentes g/L 
Glicerol 10ml 
L-Asparagine 1 
K2HPO4 1 
Solución de Sales  1ml 
Agar 20 
pH 7,4 ± 0,2 
 
 
Solución de Sales 
 
(g/100ml) 
 
FeSO4.7H2O 0,1 
MnCl2.4H2O 0,1 
ZnSO4.7H2O 0,1 
 
